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１．はじめに
　近年，計算機を用いたタンパク質の設計技術が急速に発
展してきており，天然には全く存在しないようなタンパク
質が主鎖構造から設計できるようになってきた [3]。同時
に，それらの技術を用いて，天然のタンパク質を望んだ機
能を果たすように改造することも可能になってきている。
我々も，回転型分子モータータンパク質の改造をはじめ，
様々なタンパク質の設計・改造を行っている [1]。そのよ
うな研究の中で，タンパク質の構造解析が非常に大きな役
割を果たしている。

２．天然タンパク質の改造には構造情報が必要だった
　我々が天然タンパク質を改造する際，ターゲットとなる
天然タンパク質の三次元構造をもとにして改造を行う。つ
まり，ターゲットとなるタンパク質の構造情報が必要であ
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Abstract
　我々は，計算機を用いて回転型分子モータータンパク質を改造しアロステリック部位を設計することで，その回転能を
加速・制御することに成功した（Fig. 1）[1]。この研究において，これまでにすでに得られている多くのタンパク質の構
造情報や，我々自身が Photon Factoryにおいて行った改造タンパク質の構造解析が重要な役割を果たしたので，構造解析
によりもたらされた成果を中心に報告させていただきたい。また，近年登場した深層学習を用いたタンパク質構造予測法
は，タンパク質構造解析にも大きな影響をもたらした [2]。我々の研究を通して感じたタンパク質構造解析の変わらない
重要性についてもお伝えしたい。

る。幸いにも，回転型分子モータータンパク質 V1-ATPase
を改造した際には，すでに天然 V1-ATPaseの結晶構造が明
らかになっていた [4]（Fig. 2(a)）。もし，構造情報が存在
しなければ，ターゲットのタンパク質構造を解くところか
ら研究を始めなければならなかったため，より一層困難で
あったであろう（そもそも，構造情報が存在しなかった場
合には，それを改造しようとは考えなかっただろう）。
　我々は V1-ATPaseの改造において Pseudoenzyme（擬似
酵素）に着目した。擬似酵素は，進化の過程で酵素活性に
重要なアミノ酸を失っており，酵素活性を持たない酵素の
ホモログである。この擬似酵素に関して，タンパク質複合
体に含まれる擬似酵素の多くが，複合体の機能をアロステ
リックに制御していることが報告されている。V1-ATPase
は，二つのタンパク質（A subunit, B subunit）が 3つずつ
交互に並んだ 6量体の中で軸となるタンパク質が回転す

Figure 1	 Allosteric sites in a rotary molecular motor, V1-ATPase, were created by restoring lost functions (ATP binding ability) of the pseudo-active 
sites which are predicted to have been lost during the evolution. 
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るため，その確認は非常に困難であった。というのも，A 
subunitに ATPが結合しないように，その活性部位のアミ
ノ酸に変異を導入すると，複合体を形成しなくなってしま
ったのである。そこで，結晶構造解析により，設計部位
に ATP（あるいはそれに類似する核酸）が結合している
ことを確かめることにした。天然の V1-ATPaseの結晶構造
が得られていることもあり，結晶化はそれほど難しくは
なかったが，設計部位に核酸が結合している構造を得る
のには大変苦労した。何度も条件を変えながら結晶を準
備し Photon Factoryでの測定を繰り返すことにより，つい
に設計部位に ADPが結合している構造を得ることができ
た（Fig. 3(a)）。これにより，核酸結合能を設計できている
ことが確認された。この結晶構造が得られていなければ，
その確認がなされなかったため，この研究において非常
に重要な結果であった。
　さらに，一分子実験により回転能を調べると，天然の
V1-ATPaseより回転が速くなっていることが明らかとなっ
た。そして，一分子実験の詳細な解析により，回転の加速
は ATP加水分解過程において ADPが乖離する際に起こっ
ていることが明らかとなった。我々は，ADP乖離が加速
されるメカニズムを明らかにするために，ADPの結合数
が異なるいくつかの結晶構造を解いた。その結果，設計
部位に ATPが結合すると，活性部位に構造変化が起こり，
ADPの乖離が速くなっていることが明らかとなった（Fig. 
3(b)）。つまり，当初より目指していたアロステリーによ
る加速が実現できていると確認された。このメカニズム
の解明にも，結晶構造解析が必須であった。
　回転型モーターの改造では，(1)天然 V1-ATPaseの構造
の存在，(2)P-loopを含んだ多くの既知構造の存在といっ
たこれまでに解析された構造情報が必要であった。また，
(3)ATP結合能が設計できているのか確認，(4)加速メカニ
ズムの解明において，新たに行った構造解析が重要な役
割を果たした。研究を進めていくにあたり，多くの場面
で結晶構造解析の重要性を強く感じた。

る。そして，A subunit側では ATPを加水分解するが，B 
subunit側では ATPを結合すらしないことが知られている。
我々はこの B subunitが A subunitの擬似酵素であることに
気づいた。そして，B subunitを改造することでアロステ
リックに回転を制御できるのではないかと考え，B subunit
において加水分解活性を持っていたと予想される部位 
Pseudo-active Site（擬似活性部位）に ATP結合能を復活さ
せることにした（Fig. 1）。
　ATP結合能の設計は，多くの ATP加水分解酵素に共通
して含まれるモチーフ構造である P-loopモチーフを，擬
似活性部位に創ることにより行った。P-loopモチーフを設
計するために，まずは P-loopを持つタンパク質を構造情
報データベースから集め，それらを解析し，P-loopモチー
フがどのような特徴を持っているのかを調べた。ここで，
P-loopモチーフを持つ構造が多数解かれていたことが重要
であった（Fig. 2(b)）。つまり，これまでの構造解析研究の
成果を利用できたため，今回の研究が進んだことになる。
この解析により，我々は P-loopモチーフが持ついくつか
の特徴を見つけ出し，それらの特徴を持ったループ構造を
擬似活性部位に構築した。そして，さまざまな構造の ATP
分子を用いて結合状態を探索しながら，周りのアミノ酸
配列を最適化することで，ATP結合部位の設計を行った。
それらの候補となる設計タンパク質の中で，最も ATP結
合能を持つ可能性が高いと予想された改造 V1-ATPaseに対
して，実験により ATP結合能や回転能を測定することで，
アロステリック部位が設計できているかどうかを検証する
ことにした。

３．結晶構造解析が改造タンパク質の理解に大きな役割を
果たした
　最初に，大腸菌を用いて改造した B subunitを A subunit
と発現・精製し，それらが 6量体構造を形成していること
を確認した。次に，設計部位への ATP結合能を測定しよ
うとしたが，ATP加水分解活性を持つ A subunitが存在す

Figure 2	 (a) Three dimensional structure of our target protein is necessary for redesigning it. We designed allosteric sites based on the crystal structure 
of Enterococcus hirae V1-ATPase. (b) To characterize the P-loop motif, many known P-loop containing structures were needed. We analyzed 
P-loop containing protein structures which were collected from protein structure database. P-loop motifs are shown as red spheres.
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４．構造予測技術が発展してもタンパク質の設計・改造に
おいて構造解析の重要性は変わらないだろう
　もちろん既知構造が存在しなくても，計算機により予測
された構造を用いて，構造の改変が可能な場合もあると考
えている。実際に，我々は細胞の環境への応答と寿命に重
要な役割を果たすトア（TOR: Target of Rapamycin）複合体
について，予測構造に基づいて特定の複合体状態を取らな
いように改造し，これまで同じだと考えられていた二つの

複合体状態が異なる役割を果たすことを示すことに成功し
た [5]（Fig. 4）。これにより，我々のタンパク質複合体改
造技術が，細胞生物学にも貢献できることを示すことがで
きたと考えている。近年，深層学習を用いたタンパク質の
構造予測手法の出現により，高い精度で構造が予測できる
ようになったと言われている。我々の研究では，まだ深層
学習を用いた構造予測技術は用いていないが，構造予測技
術が発展したことにより，より精度の高い予測構造が得ら

Figure 3	 (a) Crystal structure of the designed V1-ATPase with ADP molecules was solved. This structure revealed that our designed site has nucleotide 
binding ability. Green dot and red straight arrows indicate the catalytic and non-catalytic interfaces, respectively. ADP molecules are shown 
as spheres (top) or stick (bottom). (b) Crystal structures of the designed V1-ATPase with 4 or 5 ADP molecules were solved. Comparing 
these structure elucidated the allosteric mechanism: binding a nucleotide into the designed site induces the conformational change of the 
neighboring catalytic site, facilitating the ADP-release there.  

Figure 4	 We developed an advanced molecular cell biology approach by integrating computational redesigning of protein complexes based on the 
predicted three-dimensional structure into yeast genetics. By the approach, it was revealed that two types of yeast TORC1 complexes, which 
were thought to have the same function, play distinct roles in cellular environmental response and life span.   
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れるため，より複雑な問題へのアプローチも可能になって
いくことが期待できる。
　ただし，構造予測技術が発展したからといって，実験
による構造解析の重要性が変わるわけではないと考えて
いる。そもそも，構造予測技術の発展は，実験構造デー
タが蓄積されてきたことにより成し遂げられた。これまで
に構造解析により得られた多くの構造データがあったから
こそ，深層学習の発展に合わせて，構造予測技術は発展す
ることができた。今後，新たなデータの供給無くして構造
予測技術のさらなる発展も難しいだろう。例えば，これま
で自然界には存在しなかった人工設計タンパク質のような
既知の構造とは構造が大きく異なることが予想される構造
は，正しく予測できないことが多いと言われている。その
ため，新たなタンパク質を創り出した際にも，これまでに
明らかになっているものとは全く異なる構造を持つ天然タ
ンパク質に対しても，実験的に構造を明らかにする必要が
ある。そのようなタンパク質の構造データを得て，それら
を含めたデータベースを用いて改めて学習することで，構
造予測技術もさらに発展していくだろう。
　回転型分子モーターの改造では，実験構造をもとにして
改造を行った。ターゲットの構造を予測構造に置き換える
ことは可能であるが，実際には予測構造と実験構造では細
かい点で異なる場合も多い。もし改造したい部分に大きな
違いがある際には，もちろん精度の高い実験構造に基づい
て改造した方が良い結果が得られると予想される。また，
我々は回転加速メカニズムを明らかにするために，結晶構
造解析により低分子結合に伴う構造変化を見出した。低分
子化合物の結合による構造変化のように，わずかな条件の
違いで構造状態が変わるものの構造を明らかにすること
は，タンパク質の機能発現メカニズムを解明するために重
要である。しかしながら，そのような構造変化の予測は，
現在の構造予測技術では難しいと考えられている。そのた
め，今後もメカニズムの解明には，分子シミュレーション
などのその他の技術とともに実験による構造解析は必須で
あるだろう。

まとめ
　これからも，実験によるタンパク質の構造解析，タンパ
ク質の設計・改造技術，そしてタンパク質の構造予測技術
はそれぞれの利点を活かしながら，共に発展していくので
はないかと考えている。そういった中で，我々のタンパク
質設計・改造技術は，構造解析技術の恩恵を受け続けるで
あろう。今回紹介したのは，結晶構造解析についての例だ
けであったが，クライオ電子顕微鏡による単粒子解析の発
展により，大きな構造が次々と報告されている。予測構造
はあくまで予測であり，実験構造は事実である。構造予測
技術を取り入れていくのはもちろん，発展を続ける実験に
よる構造解析技術も積極的に取り入れていきたい。


